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Abstract
　　　DNA　ladders　were　detected　by　gel　electrophoresis　of　DNA　obtained　from　rat　kidney　subjected　to
60min　of　ischemia　followed　by24h　of　reperfusion，indicating　the　involvement　of　apoptosis　in　ischemia－
reperfusion　injury．This　ladder　formation　was　significantly　inhibited　by　oral　administration　of　San－
guisorbae　Radix　extract　to　rats　for30days　prior　to　ischemia－reperfusion．In　addition，blood　levels　of
urea　nitrogen　and　creatinine，two　parameters　of　renal　fmction，were　markedly　lower　in　the　Sanguisor－
bae　Radix－treated　animals　than　in　the　untreated　controls．These　results　suggest　that　Sanguisorbae
Radix　has　potential　for　attenuating　renal　injury　and　accelerating　the　recovery　of　renal　function　after
ischemia－reperfusion　injury，which　might　involve　inhibition　of　apoptosis．
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Introduction
　　　Renal　ischemia－reperfusion　injury　is　a　frequently
encountered　phenomenon　in　renal　transplantation，and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゑ　　certain　disease　states．　A　major　consequence　of　is－
chemic　damage　to　the　kidney　is　lethal　or　sublethal
injury　to　tubular　epithelial　cells，causing　renal　dysfun－
ction．In　earlier　studies，such　tubule　injury　was　char．
acterized　as“acute　tubule　necrosis”．However，in
recent　years，a　large　mmber　of　investigations　have
provided　strong　evidence　that　apoptosis，a　program－
med　form　of　cell　death，occurs　in　renal　tissue　subject－
ed　to　brief　periods　of　ischemia　followed　by　reper－
fusion，which　may　contribute　to　subsequent　rena1
　　　　　　　　　　　　　　3－5）tubule　cell　death．
　　　Extensive　studies　on　the　mechanism　of　ischemia－
reperfusion　injury　have　revealed　that　reactive　free
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　りのradicals　play　a　major　role．　On　the　other　hand，these
free　radicals　and　oxidative　stress　have　also　been　im一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っ　　Plicated　in　the　induction　of　apoptosis．　　Interventions
aimed　at　attenuating　cell　and　renal　damage　through
manipulation　of　free　radical　production　have　been
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10，11）shown　to　have　therapeutic　potentia1．
　　　Traditional　cmde　dmgs　and　prescriptions　have
been　shown　to　protect　renal　cells　and　tissues，and
inhibit　the　progression　of　renal　failure　efficiently　Jn
寵∂o　and　in　加ケo．This　protective　effect　is　also
involved　in　the　mechanism　of　apoptosis　suppres．
　し　　　　っ　　　slon．　　　Investigations　of　the　active　principles　have
frequently　fo used　on　tannin，a　species　of　constituent
that　extensively　scavenges　free　radicals　and　suppres－
ses　l pid　peroxidation．In　the　present　study，using　a
model　of　renal　ischemia－reperfusion　injury，we
exam ned the　 ffect　of　Sanguisorbae　Radix，a　hemos－
tasis　dmg　used　in　traditional　Chinese　medicine，which
contains　a　large　amount　of　tamin　as　its　major　constit－
uent，and　shows　strong　radica1－scavenging　activity　in
experiments　using　sodium　nitropresside　as　a　nitric
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14）oxide（NO）donorσn　z／i！zo．
Materials　and　Methods
P吻απ吻nq〆ε冗加01ル0卿S4ng鳩0吻6ノ～躍κ：
＊〒930－0194富山市杉谷2630
富山医科薬科大学和漢薬研究所　横澤隆子
2630Sugitani，Toyama930－0194，Japan
和漢医薬学雑誌16，97－101，1999
98 Protective　effect　of　Sanguisorbae　Radix　against　ischemia－reperfusion
The　roots　of　Sanguisorbae　Radix　（、S伽g漉so7加　夢
万o初α1ゑs　L．），grown　in　China　and　supplied　by　Uchida
Wakan－yaku　Co．，Ltd．，Tokyo，Japan，were　finely
powdered　and　extracted　with　distilled　water　at100。C
for　l　h（roots：water＝1：10，w／v〉．After　removal　of
the　insolubles　by　filtration，the　filtrate　was　concen－
trated　under　reduced　pressure　and　then　lyophilized　to
yield　a　brown　residue．The　yield　of　the　extr4ct　was
17．4％by　weight　of　the　original　materia1．
　　　z4ni7nαlsαn4舵碑n6nお：Male　LWH：Wistar
rats　with　a　body　weight　of125一一130g　were　purchased
from　Shizuoka　Agricultural　Cooperative　Association
for　Laboratory　Animals（Hamamatsu，Japan）．They
were　kept　in　wire－bottomed　cages　under　a　conven－
tional　lighting　regimen　with　a　dark　night．The　room
temperature（about250C）and　humidity（about60％）
were　controlled　automatically．Laboratory　pellet
chow（CLEA　Japan　Inc．，Tokyo，Japan　l　comprising
24．0％protein，3．5％　1ipid　and60．5％　carbohydrate）
and　water　were　givenα41iゐi！雛n．Following　several
days　of　adaptation，the　animals　were　divided　into4
groups－a　norma1，a　contro1，and　two　treatmentgroups－
avoiding　any　intergroup　difference　in　body　weight。
The　normal　and　control　groups　were　given　water，
while　the　others　were　given　Sanguisorbae　Radix
extract　orally　at　a　dose　of1000r200mg／kg　body
weight／day　for30consecutive　days．After　induction　of
anesthesia　by　intraperitoneal　administrationofsodium
pentobarbita150mg／kg　body　weight，bilateral　flan：k
incisions　were　made　and　the　renal　arteries　were
exposed．Bilateral　renal　artery　occlusion　was　then
carried　out　for60min　using　a　nontraumatic　vascular
clamp．Following　release　of　the　occlusion，the　abdo－
men　was　sutured，and　the　animal　was　retumed　to　the
cage．At24h　after　reperfusion，blood　samples　were
obtained　by　cardiac　puncture　under　anesthesia，and
the　semm　was　separated　immediately　by　centrifuga－
tion．The　kidneys　were　subsequently　extirpated　from
each　rat　following　renal　perfusion　through　the　renal
artery　with　ice－cold　physiological　saline．The　tissues
were　quickly　frozen　and　kept　at－80。C　until　analysis．
Five　rats　were　used　for　each　experimental　group．
　　　、4nα砂sゑsげZ）飢4加gアn6n孟召渉ion：According　to　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　method　of　Katoh，the　kidney　was　homogenized　and
lysed　in　a　cold　lysis　buffer（10mM　Tris－HC1，5mM
disodium　EDTA，and　O．5％Triton　X－100，pH8．0）for
10min　at40C．The　DNA　was　sequentially　extracted
two times　with　half　volumes　of　pheno1／chloroform
d　incubated　at55。C　for10min．After　centrifugation
at3，000rpm for2 min，the　upper　layer　was　incubated
with2μ1proteinase　K（20mg／m1）at37。C　for60min
ollow d　by　i ubation　with2μ1ribonuclease（20mg／
m1）at37。C　for60min．The　DNA　was　precipitated　by
adding　O．1volume　of10M　ammonium　acetate　and2．5
volumes　of100％ethanol　and　maintained　at－20。C
ovemight．DNA　was　collected　by　centrifugation　at
l5，000x　g　for20min，air－dried，and　resuspended　in　TE
buffer（10mM　Tris－HC1，5mM　EDTA，pH7．4）．The
re lting　DNA　preparations　were　electrophoresed
through　a2％agarose　gel　containing　ethidium　bro－
mide．Equal　quantities　of　DNA（according　to　determi－
nat on　of　the　optical　density　at260nm）were　loaded　in
each　l ne，and1－kb　and50－bp　multimers　were　em．
loyed　as　molecular　weight　standards．DNA　fragmen－
tation　was　visualized　and　photographed　under　ultra－
vi let　illumination．Semiquantitative　densitometric
analysis　of　DNA　fragmentation　was　conducted　using
a　BIO－RAD　Model　GS－6701maging　Densitometer
with　Molecular　Analyst／PC　Software．
　　　P6！6ηnガnα！iO盟‘ゾわloO460nS！i1％6n云S：Urea　nitrO－
gen　and　cr atin ne（Cr）were　determined　using　the
commercial reagents　BUN　Kainos　and　CRE－EN
Kainos（Kainos　Lab ratories，Tokyo，Japan）．
　　　S孟襯就6s：Stati tical　analysis　was　performed　by
Dunnett’s　test．
Results
、OM4加97n6惚！ion
　　　As　shown　in　Fig．1，kidney　DNA　was　fragmented
int 　lower－molecular－weight　molecules　after　is－
chemia－reperfusion．Analysis　of　the　agarose　gel
electrophoresis　pattem　revealed　a　ladder，which　was
abs n 　in　ki ney　not　subjected　to　ischemia－reper－
fusi n，　indicating　that　oxidative　stress　induced
apoptosis．However，it　was　confirmed　in　terms　of　the
electrophoresis　pattern　and　semiquantitative　den－
sitometry　that　oral　administration　of100mg　of　San．
guisorbae　Radix　extract　decreased　the　DNA　fragmen－
tation　significantly　compared　with　that　in　ischemia－
reperfusedcontrolkidney．Afurtherincreaseinthe
dose　to200mg　produced　a　further　decrease　in　the
／
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Fig．1　Agarose　gel　electrophoresis　of　DNA．lane1：50－bp
　marker　DNA　l　lane2：1－kb　marker　DNA；1ane3：nor－
　ma1；1ane4：ischemic　and　reperfused　contro1；Iane5：
　ischemic　and　reperfused　Sanguisorbae　Radix　extracレ
treated（100mg／kg　B．W．／day）；lane6：ischemic　and
　reperfused　Sanguisorbae　Radix　extract－treated（200mg／
kg　B．W．／day）．
DNA　fragmentation　rate（Table　I）．
Bloo4％z6αni加96nαn4C7
　　　Table　II　shows　the　effect　of　Sanguisorbae　Radix
extract　on　parameters　of　blood　constituents　after
administration　of　an　oral　dose．The　blood　urea　nitro．
gen　and　Cr　levels　in　ischemia－reperfused　control　rats
were　increased　significantly　in　comparison　with　nor－
mal　rats．In　contrast，the　blood　urea　nitrogen　level　in
rats　given　Sanguisorbae　Radix　extract　decreased
from138．4to82．1mg／dl　at　the100－mg　leve1（a41％
change，ヵ＜0．001）and　from138．4to54．9mg／dl　at　the
200－mg　level（a60％change，ρ＜0．001）．Similarly，the
Cr　level　in　rats　given　Sanguisorbae　Radix　extract
showed　a　significant　decrease　at　both　the100－and200－
mg　d sage　levels　as　compared　with　that　in　the　control
rats，as　shown　in　Table　II．
Discussion
Table　IEffect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　on
　　　　DNA　fragmentation．
Group 　　　　　　Dose　　Fragmentation
（mg／kg　B．W．／day）　rate（％）
Normal
Ischemic　and　reperfused
　Control
　Sanguisorbae　Radix　extract
　Sanguisorbae　Radix　extract
100
200
14．6±2．7
　7．1±1．4a
　6．5±1．3a
Statistical　significance：
ischemia－reperfusion．
aρ＜0．001∂s．control　values　with
　　　Cells　die　by　either　apoptosis　or　necrosis．Cell
death　by　necrosis　occurs　when　cells　are　exposed　to
severe　injurious　conditions．　In　contrast，　apoptosis
occurs　in　a　number　of　physiological　processes　such　as
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　embryogenesis，metamorphosis，　cytotoxlc　T　ce11一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のmediated　killing　of　target　cells，and　death　of　autor一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　eactive　thymocytes，　which　play　an　important　role　in
maintaining　a　normal　balance　in　cell　growth，develop－
ment　and　elimination．However，recent　studies　have
shown　thatmultiple　cytotoxic　stimuli　causingnecrosis
can　also　initiate　apoptosis　when　cells　are　exposed　to
the　same　noxious　agents　at　lower　concentration．
Apoptosis　has　been　shown　to　contribute　to　extensive
ce1110ss　in　many　pathological　states　including　is一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chemic　renal　failure．　Indeed，the　involvement　of
Table　II　Effect　of　Sanguisorbae　Radix　extract　on　blood　urea　nitrogen　and　creatinine．
Group 　　　　　Dose
（mg／kg　B．W．／day）
Urea　nitrOgen
　　（mg／d1）
　　Cr
（mg／dl）
Normal
Ischemic　and　reperfused
　　　Control
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
　　　Sanguisorbae　Radix　extract
100
200
20．9±　1．0
138．4±13．1a
82．1±　9．ga・b
54．9±　5．5a・b
0．36±0．03
2．81±0．47a
1．65±0．20a・b
1．05±0．16a・b
Statistical　significance
ischemia－reperfusion．
aρ＜0．001∂s．normal　values，bρ＜0．001∂s．control　values　with
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apoptosis　in　ischemia－reperfusion　injury　was　also
clearly　demonstrated　in　the　present　study．When　rats
were　subjected　to　a60－min　period　of　complete　is－
chemia，followed　by24h　of　reperfusion，a　ladder
pattem　of　low－molecular－weight　DNA　was　detected
by　agarose　gel　electrophoresis．These　fragments　dis－
played　a　typical　DNA　ladder　pattem　indicative　of
apoptosisatintervalsofab・ut180bp，afeat越rethat
was　absent　in　tissues　not　subjected　to　ischemia－reper－
fusion，　indicating　that　oxidation　　stress　induces
apoptosis．In　contrast，rats　given　Sanguisorbae　Radix
extract　orally　at　a　dose　of1000r200mg／kg　body
weight／day　for30consecutive　days　prior　to　ischemia
and　reperfusion　demonstrated　sufficient　inhibition　of
apoptosis．Although　precise　quantitative　analysis　of
the　extent　of　DNA　fragmentation　was　not　conducted，
semiquantitative　detection　showed　a　significant　differ－
ence　between　the　controls　and　the　groups　treated　with
Sanguisorbae　Radix　extract．The　percentage　of　DNA
fragmentation　was　lower　in　the　treated　rats　than　in
the　controls．This　result　indicated　that　Sanguisorbae
Radix　was　able　to　inhibit　apoptotic　cell　death．
　　　　　　　　　　　　　り　　　　Gobeαα乙　obtained　pathologic　evidence　for
both　necrosis　and　apoptosis　of　renal　epithelial　cells
during　the　first2to8days　after　occlusion　of　the　renal
artery，whereas　from　lO　to28days　when　the　renal
mass　was　markedly　reduced，cell　death　continued，but
only　apoptosis　was　observed．Other　experiments　have
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　 　　also　yielded　similar　results．　These　results　demon－
strate　that　apoptosis　plays　an　important　role　in　is－
chemic　cell　inlury　and　is　responsible　for　renal　dysfunc－
tion　in　ischemic　acute　renal　failure．On　the　other　hand，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hellberg　and　Kallskog　have　reported　that　ischemia－
reperfusion　causes　aggregation　of　polymorphonuclear
cells　in　the　glomemli　and　stimulates　them　to　release
chemical　mediators　including　free　radicals，whichthen
undergo　ultrafiltration　and　subsequently　injure　the
tubule　cells　from　the　luminal　side．They　explained
that　the　initial　change　therefore　occurs　at　the　brush
border，followed　by　deciduation　of　tubule　cells　into　the
lumen，forming　casts　in　the　distal　part，resulting　in
tubule　occlusion　and　hence　decreased　renal　function．
In　this　regard，we　observed　reversal　of　the　decrease　in
renal　function（in　terms　of　increased　levels　of　blood
urea　nitrogen　and　Cr）after　administration　of　San－
guisorbae　Radix　extract．
　　　The　mechanism　by　which　Sanguisorbae　Radix
i hibits　apoptosis　and　protects　against　renal　failure　is
not lear．However，reactive　free　radicals　and
oxidative　stress　have　been　extensively　implicated　in
ischemia－r p rfusion　injury．As　Sanguisorbae　Radix
contains　a　large　amount　of　tamin　as　its　major　constit－
uent，a　spec es　shown　to　have　marked　antioxidant　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　ヨ　radica1－scavenging　ac ivity，　　and　furthermore　in　a
preliminary　study　we　have　verified　that　Sanguisorbae
Radix　 xtract　significantly　scavenges　superoxide　and
hydroxyl　radical（ ata　not　shown），we　speculate　that
these　properties　of　Sanguisorbae　Radix　might　contrib－
ute　to　its　protective　effect　on　renal　function　and　inhibi－
tion　of apoptosis．
　　　In　summ ry，although　the　complete　mechanism
nd　therapeu ic　indications　of　Sanguisorbae　Radix
extract　remain　to　be　elucidated　and　verified，the
p esent　data　provide　evidence　that　this　agent　attenu－
ates　renal　damage　and　accelerates　renal　recovery
from ischemia－reperfusion　injury．Furthermore，we
suggest　that　the　protective　effect　of　Sanguisorbae
Radix　extract　on　renal　function　may　involve　inhibi－
tion　of　apoptosis．
和文抄録
　60分間虚血後，24時間再灌流したラット腎のDNA
にラダーが出現し，腎虚血一再濯流障害にアポトーシス
が関与していることが示唆された。このようなDNAの
断片化は，地楡エキスを前もって30日間経口投与した
場合，有意に抑制され，腎機能の指標の血中尿素窒素と
クレアチニンレベルも地楡エキス処理群で著しく低下し
ていた。このことから，地楡はアポトーシスが関与した
腎虚血一再濯流障害を軽減して，腎機能の回復をはかっ
ているものと推測された。
Ref rences
1〉Koo，D．D．，Wels ，K．1．，Roake，」．A．，Morris，P．」．andFuggle，S．V．：
　　Ischemia／reperfusion　injury　in　human　kidney　transplantation：an
　　immunohistochemical　analysis　of　changes　after　reperfusion．∠4規．
　　ノ1．Rz1hol．153，557－566，1998．
2）Meyrier，A．，Hill，G．S．and　Simon，P．：Ischemic　renal　diseases：
　　new　insights　into　old　entities．KJ伽の，1n1．54，2－12，1998．
3）Nakajima，T．，Miyaji，T．，Kato，A．，Ikegaya，N．，Yamamoto，T．
　　and　Hishida，A．二Uninephrectomy　reduces　apoptotic　cell　death
　　and　enhances　renal　tubular　cell　regeneration　in　ischemic　ARF　in
　　rats．1物．／．」P勿sガol．271，F846－F853，1996．
／
／Joumal　of　Traditional　Medicines（Vo1．16No．31999）101
4）Raafat，A．M．，Murray，M．T．，McGuire，T．，DeFrain，M．，Franko，
　　　A．P．，Zafar，R．S．，Palmer，K．，Diebel，L．and　Dulchavsky，S．A．
　　　Calcium　blockade　reduces　renal　apoptosis　during　ischemia　reper・
　　　fusion。Sho6h8，186－192，1997．
5〉Nogae，S．，Miyazaki，M．，Kobayashi，N．，Saito，T．，Abe，K．，Saito，
　　　H．，Nakane，P．K．，Nakanishi，Y．and　Koji，T．：Induction　of
　　　apoptosis　in　ischemia－reperfusion　model　of　mouse　kidney二pos－
　　　sible　involvement　of　Fas．∫．／1郷．So6．ノV砂h名ol．9，620－631，1998．
6）Weight，S．C．，Be11，P．R．F．and　Nicholson，M．L．：Renal　ischaemia－
　　　reperfusion　injury．」θ7．1．Sz6響．83，162－170，1996．
7）Yuceyar，S．，Gumustas，K．，Erturk，S．，Hamzaoglu，1．H．，U『ygun，
　　　N．，Ayaz，M．，Cengiz，A．and　Kafadar，Y．＝The　role　of　oxygen
　　　free　radicals　in　acute　renal　failure　comphcating
　　　obstructive　laundice：an　experimental　study．HPB　S％堰．10，387一一
　　　393，1998．
8）Iwata，M．，Myerson，D．，Torok－Storb，B．and　Zager，R．A．：An
　　　evaluation　ofrenal　tubular　DNA　laddering　in　responseto　oxygen
　　　deprivation　and　oxidant　injury．ノ．／1窺．So6．ハセ1）hzo乙5，1307－1313，
　　　1994．
9）Degli，E．M．and　McLennan，H．：Mitochondria　and　cells　produce
　　　reactive　oxygen　species　in　virtual　anaerobiosis　：relevance　to
　　　ceramide－induced　apoptosis。FEBS　jL6漉欝430，338－342，1998．
10）Zager，R．A．，Fuerstenberg，S．M．，Baehr，P．H．，Myerson，D．and
　　　Torok－Storb，B．：An　evaluation　of　antioxidant　effects　on　recov－
　　　ery　from　postischemic　acute　renal　failure．1．。4規．So6．Nのh701．4，
　　　1588一一1597，1994．
11）Yonehana，T．and　Gemba，M．：Hypoxia　and　reoxygenation－
　　　induced　injury　of　renal　epithelial　cells：effect　of　free　radical
　　　scavengers．ノ1）錫．ノ1．Phごz7”z‘z601．68，231－234，1995．
12）Yokozawa，T．，Dong，E．，Yasui，T．and　Muraguchi，A．：Protective
　　　effect　ofWen－Pi－Tang　agaillst　apoptosis　ofcultured　renal　epith－
　　　elial　cells．Ph‘ソ渉o！h67、」『～6s．12，135－137，1998．
13）Yokozawa，T．，Dong，E．，Nakagawa，T．，Kashiwagi，H．，Nakag－
　　　awa，H．，Takeuchi，S．and　Chung，H．Y．：In　vitro　and　in　vivo
　　　studies　o 　the　radical－scavenging　activity　of　tea．ノ1．／197げ6．Foo4
　　　Ch6〃2．46，2143－2150，1998．
14）Yokozawa，T．，Chen，C．P．and　Tanaka，T。：Direct　scavenging　of
　　　nitric　oxide　by　traditional　crude　drugs．Ph』ソ！o蹄z64ガ6勿z6，in　press．
15）Katoh K．，Ikata，T．，Katoh，S．，Hamada，Y．，Nakauchi，K．，Sano，
　　　T．and　Niwa，M．：Induction　and　its　spread　of　apoptosis　in　rat
　　　spinal cord　after　mechanical　trauma．ノ〉6％70s6ぎ．L61ム216，9－12，
　　　199 ．
16）Kerr，」．F．R．，Wyllie，A．H．and　Currie，A．R．：Apoptosis：a　basic
　　　biological　phenomenon　with　wide－ranging　implications　in　tissue
　　　kinetics．β’先∫．C‘〃z6（37’26，239－257，1972．
17）Duke，R．C．，Chervenak，R．and　Cohen，J．J．：Endogenous　endonu－
　　　cl ase－induced　DNA　fragmentation：an　early　event　in　cel1－
　　　mediated　cytolysis．P706．翫渉乙、46磁．S6i．USン180，6361－6365，
　　　1983．
18）MacDonald，H．R．and　Lees，R．K．：Programmed　death　of　autor－
　　　eactive　thymocytes．漁伽z6343，642－644，1990．
19）Liebertha1 W．and　Levine，J．S．：Mechanisms　ofapoptosisandits
　　　potential　role　in　renal　tubular　epithelial　cell　injury．　／hn．∫
　　 Ph夕sぎol．271，F477一一F488，1996．
20）Gobe，G．C．，Axelsen，R．A．and　Searle，J．W．：Cellular　events　in
　　　experimental　unilateral　ischemic　renal　atrophy　and　in　regenera－
　　　tion　after　contralateral　nephrectomy．加δ．1卿副．63，770－779，
　　　1990．
21）Hellberg，P．0．A．and　Kallskog，T．0．K．：Neutrophi1－mediated
　　　post－ischemic　tubular　leakage　in　the　rat　kidney。確伽の412！．36，
　　　555－561，1989．
22）Hong，C．Y．，Wang，C．P．，Huang，S．S．and　Hsu，F．L。：The　inhibi－
　　　tory　effect　of　tannins　on　lipid　peroxidation　of　rat　heart　mitochon－
　　　dria．∫．」Ph召7郷．ノ％召7n¢召601．47，138－142，1995．
23〉Yokozawa，T．，Chen，C．P．，Dong，E．，Tanaka，T．，Nonaka，G．and
　　　Nishioka，1。二Study　on　the　inhibitory　effect　of　tannins　and
　　　flavonoids　 ainst　the　1，1－diphenyl－2－picrylhydrazyl　radica1。
　　　β♂06h6窺．Phα7ηzα601．56，213－222，1998．
4
